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I. Basis of the report 


1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments,): 


I 1 the international application as originally filed. 






fvl the descriotion. paces ^'^^ 


, as originally filed, 




oaees 


, filed with the demand. 




paees 


, filed with the letter of . 




oases 


, filed with the letter of , 




[VJ the claims, Nos. ^'23 


, as originally filed. 




Nos. 


, as amended under Article 19, 


Nos. 


, filed with the demand. 




Nos. 


, filed with the letter of , 




Nos. 


, filed with the letter of 




^ thedrawines. sheets/fic 1/6-6/6 


, as originally filed. 




sheets/fie 


, filed with the demand. 




sheets/fie 


, filed with the letter of 




sheets/fie 


, filed with the letter of 




2. The amendments have resulted in the cancellation of: 






1 1 the description. ' pages * 






1 1 the claims. Nos. 






1 1 the drawings. sheets/fig . 






2 1 1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' — ' to go beyond the disclosxire as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 


4. Additional observations, if necessary: 
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lU. Non-establishment of pinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

I I the entire international application. 

claims Nos. 1-23 with respect to industrial applicability. 



because: 



the said international application, or the said claims Nos. ^ , .1-23 ^ , 

relate to the following subject matter which does not reqmre an international preliminary exammation (specify'): 

See separate sheet 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so imclear that no meaningfuropinion could be formed (specif): 



□ the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

[ I no international search report has been established for said claims Nos . 
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Supplemental Box 

(To be use d when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: III 

Claims 1-23 relate to subject matter which, in the view 
of the International Preliminary Examining Authority, 
falls within the scope of PCT Rule 67.1(iv). Therefore 
no expert report is established regarding the industrial 
applicability of the subject matter of these claims (PCT 
Article 34 (4) (a) (i) ) - 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1 . Statement 

Novelty (N) 


Claims 


1 


-23 YES 




Claims 




NO 


Inventive step (IS) 


Claims 


1 


-23 YES 




Claims 




NO 


Industrial applicability (lA) 


Claims 




YES 




Claims 




NO 



2. Citations and explanations 

This report makes reference to the following documents: 



Dl: Blood, 88(12), 1996, 4651-4658 

D2 : Annual Meeting International Society for 

Experimental Hematology, 25(8), 1997, page 879 
D3: .DE-A-197 10 497. 



a) Novelty and inventive step 

Claim 1 and dependent Claims 2-23 relate to a process for 
the active immunisation of patients against tumour cells. 
According to this process, treated tumour cells which are 
not capable of surviving following reinfusion are injected 
into the patient; the immunisation effect is strengthened 
by administering bispecific antibodies whose T cells are 
directed specifically agai'nst the tumour cells. Since the 
use of bispecific antibodies as well as treated non-viable 
tumour cells is crucial to this method, the subject matter 
of Claim 1 differs from that of the X category documents 
cited in the international search report. Whilst 
documents D1-D3 relate to the use of bispecific antibodies 
for combating tumours, none of these documents suggests 
the reinfusion of treated non-viable tumour cells. In Dl 
and D3 (see sections cited in the search report) tumor 
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cells are injected into an animal, but these are not 
treated cells intended to contribute to an active 
immunisation, but rather untreated, normally proliferating 
tumour cells which are injected in order to establish a 
tumour model and subsequently test the use of bispecific 
antibodies. Bispecific antibodies are used in D2 to 
cleanse ex vivo peripheral stem cells used in 
hematopoietic reconstruction following chemotherapy of 
contaminated tumour cells; treated non-viable tumour cells 
are not injected. 

Therefore the subject matter of Claim 1 appears to be 
novel (PCT Article 33(2)). Since none of the documents 
contains any indication of the use of treated non-viable 
tumour cells in combination with bispecific antibodies to 
facilitate an active immunisation, Claim 1 also appears to 
meet the requirements of PCT Article 33(3). 

Dependent Claims 2-23 relate , to preferred embodiments of 
the novel and inventive method from Claim 1, and therefore 
also meet the requirements of PCT Article 33(2) and 33(3), 

b) Industrial applicability 

The PCT does not contain uniform criteria for assessing 
the industrial applicability of present Claims 1-23. 
Patentability may depend on the- wording of the claims. The 
EPO, for example, does not recognise the industrial 
applicability of claims to the use of a compound in a 
medical treatment; it does, however, allow claims to the 
first use of a known compound in a medical treatment or 
the use of such a compound to manufacture a drug for a new 
medical treatment . 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: VI 

EP-A-0 885 614 (D4) was published on 23,12.1998, i.e. 
after the priority date (25.09.1998) of the present 
application. This document could therefore only be 
relevant if the claim to priority proved to be invalid 
for particular parts of the application. D4 discloses a 
process for immunisation against tumours which includes 
the following steps: 

a) isolating autologous tumour cells 

b) treating the tumour cells so as to prevent their 
survival following reinfusion 

c) incubating the tumour cells thus treated with 
intact bispecific or trispecific antibodies 

d) reinf using the antibody-carrying tumour cells. 

The antibodies used in D4 are identical with the 
antibodies according to the present invention. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of Item 1 of first sheet) 



This iniemalional search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons: 
1. 



Claims Nos.: ^ • » 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authonty, namely: 



Observation: Although Claims 1-23 relate to a method for treatment of the human/animal 
body, the search was carried out and was based on the cited effects of the 
compound/ composition. 



^ □ 



ClaimsNos.: 

because they relate lo parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(aV 



Box 11 Observations where unit> of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. rn As al! required adkiUonal search fees were timely paid by the applicant, this iniemalional search report covers all 
— searchable claims. 

2. rn As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authorit> did not invite payment 

of any additional fee. 

3 I — 1 As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4 rn No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this iniemalional search report is 
I 1 resu-icted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicanr s protest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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DIeser Internationale Recherchenberlcht umfaBt hnsgesanrt _4 BUttter. 

fXl Darikber hbiaus Oegt Ihm JeweOa eine Kople der In dlesem Berlcht genannten Unterlagen zum Stand der Technik beL 



a. Hlndk^htflchderSpiachttlstdlelnternatkMialeRedierc^ 

durchgefOhrt worden, In der ale efaigereteht wurde, sofom unter dlesem Punkt nlchts anderes angegeben IsL 

I I Die bntemationaJe Recherche Ist auf der Qmndlage etner bel der Behdrde efangerelchten Obersetzung der Intematlonalen 
— AnmeMung (Regel 2ai b)) durchgefOhrt woixlen. 

b. Hln8tehtik:h der In der Intematlonalen AnmeMung offM^ 

Recherche auf der Qmndlage des Sequenzpratokolls durchgefOhrt worden, das 
\ I In der Intemationalen Anmeldung In SchrtfDcher Fomn enthalten IsL 

zusammen mit der Intematlonalen AnmeMung In bomputerlesbarer Form eingerelcht worden tet 
bel der BeMVrde nactrtrftgOch in schrtftlteher Forni eingerelcht worden Ist 
bel der Beh6rde nactitragOch In oomputertesbarer Form eingerelcht worden tat 

Die ErkUmng, daB das nachtrfigDch eingerelchte schrROche SequenzproCokoll nteht Qber den Offenbarungsgehall der 
bntamattonalen AnmeMung bn AnmeMezettpunkt hbnausgeht wurde vorgelegt 

Die Eikl&fung, daB die In oomputertesbarer Fonn effaBten Informattonen dem schriftflchen SequenzprotokoO entsprechen, 
wurde vorgelegt 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



2. 

a 



Pn DesUiiii ii t P AnsprOehe haben sich ate nicM racherc hi affa ar erwioaan (slehe Feld I). 
|~| Mangelnde Eintwidichiosit der Erfindimg (slehe FeM II). 



4w HInskiitflch der Baostchmmg dar Effindung 

nn wtrddervom AnmeMerelngeretetiteWortlautgenehmlgL 
I I wurde der Wortlaut von der Beh6rde wfe folgt festgesetzt 



& HfafislGhtilch der Zusammanfassung 

nn wird der vom AnmeMer eingerelchte Wortlaut ger^ehmlgt 

=: wurde der Wortlaut nach Regel 38^) In der In FeM III angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt Der 
I I AnmeMer kann der Beharde Innertiai> eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses tntematk>nalen 
Recherchenberichts eIne Stellungnahme vorlegen. 

6l Folgende AbbOdung der Zsichnungsn Ist mIt der Zusammenfassung zu veraffentllchen: Abb. Nr. _1 



I I wie vom AnmeMer vorgeschlagen Q kelnederAbb. 

|T| well der AnmeMer sebst kelne AbblMung vorgeschlagen hat 
I I well diese AbblMung die Erflndung tvesser kennzekiinet 



Fomnblatt PCr/ISA/210 (Blatt 1) (Jull 1998) 
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FekJ i Bemeftaingen zu den AnsprOchm, die sich ale nicht rechefchlert>ar erwiesen haben (Fbrlsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



QemUAitlkel17(2)a) wunSeausfolgendenQrOrKlenfQrbe^^ AnsprOche kein Recherchenbertclit ereteOb 



1. IXJ AnsprOche Nr. 

well 8le 8lch auf Gegenstflnde beziehen, zu deren Recherche die Beh6ide nicht verpfOchtet tet n&nDch 

Bemerkung: Obwohl die AnsprOche 1-23 sich auf ein Verfahren zur Behandlung 
des menschllchen/tlerlschen Korpers bezlehen, wurde die Recherche 
durchgefOhrt und grOndete sich auf die angefOhrten Ulrkungen der 
Verblndung/Zusammensetzung . 



well 8le alch auf Telle der Intemadonalen Anmeldung bezlehen, die den vorgeachrtebenen Anforderungen ao wenig entaprechen, 
daB ebfie dInnvoOe hfitematlonale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann, nftmOch 



well ea alch dabel urn abh&nglge AnsprOche handeR, die nIcht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel BA a) abgefaBt stnd. 



FM W Bemerlajngen bel mangelnder Elnheltflchkett der Erilndung (Forleetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die bntemaUonale RecherchenbehMe hat festgeateOt, daB dieae tntemationale Anmeklung mehnare Erflndungen enthftlt 



1. I I DaderAnrnekieraOeerfbrderflchenzusttdlchenReGherchen(^^ 
1— I tnAenMtk>rale Recherchent>ei1cht auf alle recher^ 



□ Da fOr aile recherchleriMren AnsprOche die Recherche ohne einen Aibettsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
zuaAtzflche RecherchengebOhr gerechtfertlgt hStte, hat die Beharde nIcht zur Zahlung elner sotehen QetsOhr aufgefbrdert. 



3l I I Da der Anmelder nur einlge der erfordetltehen zusteflchen Recherchenget)Ofuen rechtzeWg enWchtet hat, eratredck sich dieaer 
I — I hritemaltonaleRectierctientwrtehtnurauf die AnsprOche, fOr die QebOhrenentr^ 
AnsprOche Nr. 



4^ I I Der Anmekjer hat die erfordeillchen zusdtzflchen Recherchenget)Ohren nIcht rechtzeltig entrich t e t Der IntematlonaJe Recher- 

cfient)ericht t)e8chr&nkt sich daher auf die In den AnaprOchen zuerst envAhnte Erflndung; dlese lat In folgenden AnsprOchen er- 
faBt 



Bamertamgan hinsichtlich oinea Wklerapructia I I Die zusfttzllchen Qet)Ohren wurden vom Anmekler unter WMerapmch gezahIL 





a 





Die Zahlung zusdIzDcher RecherctiengebOhren eilblgta ohne WMerspnich. 



Fomiblatt PCT/ISA/210 (Fortaetzung von Blatt 1 (1))(Jull 1d88) 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICtfT 



IPK 7 A61K397395 ^WlK3Tn4 //C07K16/42,C07K16/28,C07K16/30 



T/EP 99/07094 



Nach der Intecnadonaien PatentWamJfliuflon (IPK) otter nach der naflonalen KteaalflfcaMon urtd der IPK 
& RECHERCtaERTEQEBIEFE 



Rechetchterter MndestpiOtetoff (Nasstflkatfonseystem ind Klassfflkatlonsaymbole ) 

IPK 7 C07K 



Recherchtefte aber ntcht zun MndeetpfOtetofl gehfirende VerSffenfltohingen, eowdt deee inter die recherchterten QeUete falen 



Wfihrend der IntemaHonalen Recherche konsiMerteelelctrontoche Datenbank (Name der Datenbenk und evd. veiwendete Suchbegrtffe) 



a ALB WESENTUCH ANQE8EHENE umiERLAQEN 



Kategoite* 


Bezetehrung der VetWetilfcimig, sowett erfacderilch inter Angabe der k\ Betracht kcmmenden Tele 


Belr. Ansimjch Nr. 


X 


LINDHOFER H ET AL: "BISPECIFIC ANTIBODIES 


1,4-16, 




TARGET OPERATIONALLY TUMOR-SPECIFIC 


23 




ANTIGENS IN TWO LEUKEMIA REUPSE MODELS" 






BLOOD, US, PHILADELPHIA, PA, 






Bd. 88, Nr. 12, 






15. Dezember 1996 (1996-12-15), Selten 






4651-4658, XP000616201 






ISSN: 0006-4971 






Zusammenfassung 






Selte 4654, llnke Spalte, Absatz 2 -Selte 






4655, llnke Spalte, Absatz 1. 




Y 


17-22 




-/- 





m 
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SleheAnhang Patentfamle 



Beeondefe Kategorlen von angegebenen VerSfferrtlchungen 

"A" VerSffentHchuna de den allgemefcrten Stand der Technic defMert 
abernlcht ala Beeondere bedeuteam anzusehen let 

Stteree Dokunen^ das jedoch erst am oder rtach dem Intefnatlcnalen 
Anrndctedatun verfiffentkht worden lat 

V VerOffenatehmg, de geefgiet tet einen PrioritatBanspoich ryveJtetiafl er- 
achefenen zu lassen, oder durch de daa VeriSffentUcKngadatun ekier 
anderen Im Recheichenbeiteht genannten VerOWenBlcnLn g belegt werden 
eol Oder die au8 ettem anderen beeonderen Qrtnd angegeben lat (wie 
auagefOhi^ 

'Xy Ver6ffentlchung, die elch auf eine mOndtetw Oftenbanngi 

dmBmrtzuig, eine Auaatellung oder andere MaBnahmen bedeht 
"P" VerSCfendlchung, de vor dem kitemattonaten AnmeldedatUTt, aber nach 



T* SpStere Verdffentlchmg, de nach dem WemaUonalen Anmeldedatun 
Oder dem PriotttStsdatuni v e tO ffe t i Ucht worden letuidmltder 
AnmeldungnlchtkolklertfiondemnurzLim VersiamMa dea der 
ErftidiJig zugruKJeDegenden Ptfciztpa oder der Ihr zugiundellegenden 
Theorie angeget)en taf 
"X* Ver5ffentllching von beeonderer Bedeutuig; de beonspiuchte Erflndjng 
lund decer Vet W entltehurw nicht ala neu oder auf 



kann alleln aidmmd 

efftidetlaoher TaH^ett t)eiiiiend tjetracht et weiden 

T* Veriyffendfehung von beeonderer Bedeuluig: de beenspruchte Eiflndur>g 
kann nIcht ate auf eifMerfscherTattdcett bertiiend betrachtet 
weiderw wenn de Verfiffentfchunci mh elner odermehreren anderen 
Verflffentkhingen deser Kategode In VeffoMmg getiracht wird und 
deee Veiblndmg fOr ekren Faohmam nahelegend 1st 

"ft^Vereiflentlfchuig. de Mt^led deiaefcen Patenlfemlle lat 



Datum dee AbscNussee der kitematlonalen Recheiche 

24. Februar 2000 


Absendedatiin dee Intemalknalen Recherchenk)erichts 

15/03/2000 


Name ind Poetanschrtfl der IntefnaUonalen Recherchenbehfird© 
EuropOschee Patenlamt 5618 PatenUaan 2 
NL-2280HVrajswqk 
Tel. (431-70) 340-204a Tx. 31 661 epo nl. 
Fax: (431-70) 340^16 


Bevdfendchtlgter Bedensteter 

Covone, N 



Fofmbtatt PCTASAAIO (Baa 2) 1 002) 



Selte 1 von 2 



•pi^rp ^^fcwELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGEN 

X X ^^B^ Internationales Biiro 

IISfTERNATIONALE AtJmELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG CfBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 




(51) Internationale Patentklassifikation 7 : 

A61K 39/395, 35/14 // C07K 16/42, 
16/28, 16/30 



Al 



(11) Internationale Veroffentlichungsniunmer: WO 00/18435 

6. April 20(X) (06.04.00) 



(43) Internationales 

Verofrentlichungsdatum : 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 



PCT/EP99/07094 

22. September 1999 
(22.09.99) 



(30) Prioritatsdaten: 
198 44 157.6 
198 59 115.2 



25. September 1998 (25.09.98) DE 
21. Dezember 1998 (21.12.98) DE 



(71) (72) Anmelder und Erfinder: LINDHOFER, Horst [DE/DE]; 

Bodenseestrasse 12, D-82194 GrObenzell (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur JUr US): RUF, Peter [DE/DE]; Kel- 
tenstrasse 11, D-82296 SchOngeising (DE). 

(74) Anwalt: BEHNISCH, Werner, Reinhard-Skuhra-Weise & 
Partner GbR. Postfach 44 01 51, D-80750 Munchen (DE). 



(81) Bestinimungsstaaten: CA, JP, US, europaisches Patent (AT, 
BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, 
MC, NL, PT, SE). 



Veroffentlicht 
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(54) Title: TIME^STAGGERED UTILIZATION OF TUMOR CELLS IN COMBINATION WITH INTACT ANTIBODIES FOR 
IMMUNIZATION 

(54) Bezeichnung: VERWENDUNG VON TUMORZELLEN ZEITVERSETZT IN KOMBINATION MIT INTAKTEN ANTIKORPERN 
ZUR IMMUNISIERUNG 



(57) Abstract 

The invention relates to the time-staggered utilization of tumor cells in 
combination with intact, preferably heterologous antibodies for the immunization of 
humans and animals. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung beschreibt die Verwendung von Tumorzellen zeitversetzt in 
Kombination mit intakten, bevorzugt heterologen Antikdrpem zur Immunisierung von 
Mensch und Tier. 



Ob«t«b»n von CBL MAut«n nach Qab* 
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Verwendung von Tumorzellen zeitversetzt: in Kombination 
mit int:akt:en Antikbrpern zur Immunisierung 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Tumorzel- 
len zeitversetzt in Kombination mit intakten, bevorzugt: het:ero- 
logen Antikcirpern zur Immunisierung von Mensch und Tier. 

Die Immuntherapie durch Antikttrper, insbesondere durch bispezi- 
fische Oder trispezif ische An1:ik4Jrper, hat: in den letzten Jah- 
ren an Bedeutung stetig zugenommen* Ein wesentliches Problem 
bei der Verwendung derartiger AntikOrper in der Immuntherapie 
ist beispielsweise die Aktivierung der Immunzellen, z.B- der T- 
Lymphozyten • 

In der DE 196 49 223 und der DE 197 10 495 sind intakte bispe- 
zifische und trispezif ische AntikOrper beschrieben, die zur 
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Inununtherapie eingesetzt werden. Diese bispezf ischen und tri- 
spezifischen Antikorper sind bef^higt, an eine T-Zelle, zumin- 
dest ein Antigen auf einer Zielzelle und durch ihren Fc-Teil 
Oder durch eine dritte Spezfitat an Fc-Rezeptor positive Zellen 
( akzessorische Zellen) zu binden. 

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine neue Ver- 
wendungsart eines KombinationsprSparates bereitzustellen, das 
sowohl Tumor zellen enthSlt, die so behandelt vmrden, da6 Ihr 
iiberleben nach Reinfusion verhindert wird, als auch intakte 
bispezifische und/trispezifische Antikfirper, die gegen die Tu- 
morzellen gerichtet sind. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaS dadurch gelOst, dafl autologe 
Tumorzellen oder allogene Tumorzellen desselben Tumortyps, die 
je so behandelt wurden, daB ihr Uberleben nach Reinfusion ver- 
hindert wird, zeitversetzt in Kombination mit intakten bispezi- 
fischen und/oder trispezif ischen Antikdrpern, die die nachfol- 
genden Eigenschaften aufweisen: 

a) Binden an eine T-Zelle; 

6) Binden an zumindest ein Antigen auf einer Tumorzelle; 

Y) Binden durch ihren Fc-Teil (bei bispezif ischen AntikOr- 
pern) oder durch eine dritte Spezifitat (bei trispezif i- 
schen Antikorpern) an Fc-Rezeptor positiven Zellen, 

an den zu immunisierenden Menschen oder das zu immunisierende 
Tier verabreicht werden. 

Die Tumorzellen und die Antikorper bilden erf indungsgemaB eine 
funktionelle Einheit und werden in Form einer Kombination ver- 
abreicht, um zielgerichtet eine Immunisierung zu erreichen, 
wobei es fur den Erfolg der Verwendung darauf ankommt, dafi ihre 
Anwendung zeitlich abgestuft voneinander erfolgt, Dabei ist es 
grundsatzlich mSglich, zunachst die behandelten Tumorzellen zu 
verabreichen und, zeitlich abgesetzt hiervon, die Antikflrper, 
Oder zunachst die AntikGrper an den Patienten zu verabreichen 
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und, zeitlich abgestuft hiervon, die Tumorzellen. 

Der Zeitraum, der zwischen der Verabreichung der Tumorzellen 
und der Antikarper und vice versa liegt, betrrSgt bevorzugt ca. 
1-48 Stunden. Besonders bevorzugt ist ein Zeitraum von 1-24 
Stunden, weiterhin bevorzugt 1-12 Stunden. Weiterhin mOglich 
sind Zeitraume von 1-6 Stunden Oder 2-4 Stunden. Entschei- 
dend fur den Erfolg der vorliegenden Erfindung ist die zeitlich 
abgestufte Anwendung, wobei der anzuwendende Zeitraum auch von 
der Art des zu behandelnden Tumors und vom verwendeten AntikOr- 
per abhSngen kann. Die jeweiligen optimalen ZeitrSume kOnnen 
anhand von Versuchen vom Fachmann ermittelt werden. 

Die verwendeten Tumorzellen sollen maglichst intakt verabreicht 
werden. Es ist jedoch auch notwendig, daB ihr Uberleben nach 
Reinfusion verhindert wird* Hierzu hat es sich als sinnvoll 
herausgestellt, die Tumorzellen entweder zu bestrahlen oder 
durch chemische Agentien am Uberleben nach Reinfusion zu ver- 
hindern. Durch diese beiden Behandlungsarten bleibt insbesonde- 
re die auBere Struktur der Tumorzellen unverandert, d.h. das 
Erkennungsmuster fur die Antikarper* 

Zur Bestrahlung wird bevorzugt eine y-Bestrahlung eingesetzt^ 
die vorzugsweise mit einer Dosis von 20 - 200 Gy erfolgt. Bel 
einer chemischen Behandlung hat sich Mitomycin C besonders be- 
wShrt. Besonders bevorzugt werden heterologe bispezif ische 
und/oder trispezif ische Antikarper eingesetzt. 

Der Immunisierungserfolg kann dadurch welter verbessert werden, 
daB die Antikarper und die Tumorzellen, je zeitlich getrennt 
voneinander, mehrfach verabreicht werden. Eine weitere Verbes- 
serung der Immunogenitat der Tumorzellen ist dadurch erreich- 
bar, daB diese vor Infusion einer Hitzevorbehandlung unterzogen 
werden. Der bevorzugte Bereich liegt hier bei 41 - 42 •C, wobei 
das Optimum durch Versuche ermittelt werden kann. Bevorzugte 
Ergebnisse werden bei einer Temperatur von ca. 41,8'C erzielt. 
Der Zeitraum fur die Hitzevorbehandlung betrSgt im allgemelnen 
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1 bxs 6 Stunden, bevorzugt ca. 3 Stunden. Der Zeitraum als auch 
dxe Temperatur, die optimalerweise eingesetzt werden kannen 
hangen von der Art des zu behandelnden Tumors ab. Die jeweili- 
gen Optima kOnnen vom Fachmann anhand von Laborversuchen ermit- 
telt werden. 

Wie im syngenen (autologen) murinen Tumormodell gezeigt werden 
konnte, spielen fur eine besonders erfolgreiche Induktion der 
immunitat auch noch weitere Faktoren eine nicht unerhebliche 
Rolle. so ist die raumlich korrekte Prasentation des Tumormate- 
rxals wichtig. Die Tumorzellen mOssen den fur eine Immunisie- 
rung verantwortlichen Immunzellen im richtigen raumlichen Kon- 
text prasentiert werden. Eine intravenSse (i.v.), intraperito- 
neale (i.p.) oder subkutane (s.c.) Applikation hat sich hierbei 
als besonders gunstig herausgestellt, da hierdurch der optimale 
Kontakt in diesen Kompartimenten mit den entsprechenden Immun- 
zellen unter Anwendung der bispezifischen und/oder trispezifi- 
schen Antikorper gewahrleistet wird. 

Zur erfolgreichen Immunisierung ist es weiterhin vorteilhaft 
das die Menge der verabreichten Tumorzellen in geeigneter Weise 
ausgewahlt wird. So konnte in den Versuchen im murinen Tumormo- 
dell gezeigt werden, daB eine zu geringe Anzahl an Tumorzellen 
nxcht den gewunschten Inununisierungserfolg bringt. Eine zu gro- 
Be Menge an Tumormaterial wiederun, kann sich nachteilig auswir- 
ken, da beispielsweise Toleranzphanomene auftreten kfJnnen 
Ubertragt man diese Resultate auf die Situation im Patienten 
hexBt dies, daS es fiir den Immunisierungserfolg vorteilhaft ' 
xst, eine definierte Menge an Tumormaterial im korrekten raum- 
Ixchen Kontext mit einer ebenfalls definierten Menge an Anti- 
korpern zu verabreichen . Ein Immunisierungserfolg stellt sich 
zwar auch dann ein, wenn einer dieser Parameter nicht optimiert 
wurde; besonders gute Ergebnisse werden jedoch erzielt, we nn 
sowohl-die Mengen des AntikOrpers als auch die Menge an Tumor^ ^ 
material als auch der raumliche Kontext aufeinander abgestimmt 
und optimiert wurden. 
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Unter Berucksichtigung der obigen Ausftihrungen kann bei einer 
zu geringen Tumorzellzahl beispielsweise nur ein unzureichender 
Inununschutz etabliert werden. Daher ist es fur einen vollstSLn- 
digen Immunisierungserf olg notwendig, mit einer definierten 
Anzahl an aktivierten Tumorzellen und einer definierten Menge 
an bispezif ischen und/oder trispezif ischen AntikSrpern zu inunu- 
nisieren* Die jeweiligen Zahlen kdnnen vom Fachmann anhand von 
Versuchen etabliert werden. 

Die erf indungsgemaS eingesetzten bispezif ischen und/oder tri- 
spezif ischen AntikOrper werden bevorzugt in einer Menge von 5 - 
500 ]ig, weiterhin bevorzugt 10 - 300 jag, 10 - 100 ]xg Oder 10 - 
50 pg, je pro Infusion, verabreicht. Die Menge des eingesetzten 
Antik^irpers hangt von der Art des zu behandelnden Tumors, von 
der Reaktion des Patienten und weiteren Faktoren ab. Die opti- 
malen Mengen k5nnen vom Fachmann anhand von Versuchen ermittelt 
werden . 

Die Tumorzellen werden bevorzugt in einer Menge von 10^ - 10^ 
Zellen pro Infusion verabreicht, wobei sich eine Zellzahl von 
ca. 10® als bevorzugt herausgestellt hat. Die Tumorzellen wur- 
den, wie oben ausgefuhrt, vor der Reinfusion so behandelt, daS 
ihr Uberleben nach Reinfusion verhindert wird, wobei sie wahl- 
weise zusatzlich einer Hitzevorbehandlung unterzogen werden 
kOnnen. NShere Ausfuhrungen hierzu sind in der vorliegenden Be- 
schreibung enthalten. 

UnumgSnglich ist jedoch die zeitlich versetzte Verabreichung 
der Tumorzellen und der Antikcirper. Dadurch wird gewShrleistet, 
daB durch die Injektion des bispezif ischen und/oder trispezif i- 
schen , bevorzugt heterologen AntikOrpers in den zu behandeln- 
den Tieren oder Menschen zunfichst aufgrund des Uberschusses an 
vorhandenen T-Lymphozyten im peripheren Blut diese uber den 
hochaffinen Bindungsarm gebunden und prSaktiviert werden. Zu- 
satzlich kOnnen auch vorhandene Fc-Rezeptor positive akzessori- 
sche Immunzellen uber den Fc-Anteil des bispezif ischen oder 
trispezif ischen AntikOrpers gebunden werden. Wird nun dieser 
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Zellkomplex aus T-Zelle und Fc-Rezeptor positiver Zelle uber 
den zweiten hochaffinen Tumorbindungsarm an die vergleichsweise 
in geringer Anzahl vorhandenen Tumorzellen herangefuhrt, werden 
diese durch T-Lymphozyten bzw. Fc-Rezeptor positiven Zellen 
zerstart und uber die in den Zellkomplex eingebundenen Fc-Re- 
zeptor positiven Zellen, beispielsweise Makrophagen, phagozy- 
tiert. Dies konnte in einem Versuch mit inarkierten humanen Mo- 
nozyten/Makrophagen und Tumorzellen bereits gezeigt werden. In 
einem nachsten Scliritt wird das aufgenommene Tumormaterial pro- 
zessiert und Uber MHC Klasse I und insbesondere Klasse II Mole- 
kule dem Immunsystem prasentiert, was eine wichtige Vorausset- 
zung fur die beobachtete humorale Immunantwort darstellt. 

Wie das erfindungsgemafie Beispiel zeigt, setzt der Nachweis von 
tumorreaktiven AntikOrpern, die nach einer Therapie gebildet 
wurden, die Aktivierung von CD4+ tumorspezifischen T-Lymphozy- 
ten voraus, die iiber die T-B-Zell-Kooperation tumorspezifische 
B-Zellklone stiraulieren konnen. Durch den Nachweis der humora- 
len Immunantwort konnte somit indirekt ebenfalls eine zelluiare 
CD4-T-Zellantwort nachgewiesen werden und somit das Uberleben 
der Mause als Folge der erfindungsgemaSen zeitlich versetzten 
Gabe von Tumorzellen und Antikesrpern erklart werden. 

BEISPIEL 



In einem murinen, autologen Tumormodell wurde der Aufbau eines 
langanhaltenden Immunschutzes gegen den Tumor mit Hilfe von 
bsAk untersucht. Hierzu wurde C57BL/6 Mausen zunachst eine an 
sich letale Dosis an autologen Melanomzellen verabreicht und 
zwei Tage spater parentale bzw. bispezfische AntikOrper nachin- 
jiziert. Um zu testen, ob in den Mausen hierbei ein langanhal- 
tender Immunschutz aufgebaut worden ist, wurden die Qberleben- 
den Mause nach 100 Tagen einer erneuten Tumorgabe, diesmal J - 
doch ohne Ak, unterzogen. Um ferner der Frage nachzugehen, in- 
wieweit fiir die Entwicklung des Immunschutzes die Anzahl an 
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verabreichten Tumorzellen elne Rolle spielt, wurden die Versu- 
che mit einer niedrigen Tumordosis von 1500 Tumorzellen (TZ) 
sowie mit: einer hohen Dosis von 5000 Tumorzellen durchgef iihrt • 
Neben dem Uberleben der Mause wurde dariiber hinaus eine vorhan- 
dene humorale Immunantrwort gegen den Tumor als Kriterium fiir 
einen vorliegenden Immunschutz herangezogen • Hierzu wurden die 
Seren der Mause vor und 100 Tage nach der Behandlung (unmittel- 
bar vor der erneuten Tumorgabe) auf das Vorhandensein von anti- 
TumorantikOrpern mit:einander verglichen. 

Die Abbildung 1 zeigt die Uberlebenskurven der MSuse nach der 
primaren Tumorgabe von 1500 bzw. 5000 Tumorzellen* wahrend di 
Kontrollmause ohne AntikOrper-Behandlung alle innerhalb von 35 
Tagen verstarben, konnten samtliche mit: bsAk behandeltzen Mause 
geheilt: werden. Im Vergleich hierzu uberlebten von den Mausen, 
die mit: einer Kombinatrion aus den beiden parent:alen Ak behan- 
delt: wurden, nur 84% nach der niedrigen Tumordosis und nur 16% 
nach der hohen Tumordosis* 

Dieser qualitative Unt:erschied zwischen den bsAk und den paren- 
talen Ak machte sich auch bei der Ausbildung einer humoralen 
Immunant:wort bemerkbar. Die Abbildung 2 zeigt die in der Durch- 
f luSzytometrie gemessene humorale Immunantwort gegen die Tumor- 
zellen. wahrend die Uberlebenden aus der "parentalen Gruppe" 
keine humorale Immunantwort aufwiesen, zeigte sich dies bei den 
Mausen aus der "bispezif ischen Gruppe". Besonders wichtig hier- 
fUr war allerdings die Menge an verabreichtem Tumormaterial . Es 
gab einen signif ikanten Unterschied zwischen den Gruppen mit 
niedrig- und hochdosierter Tumorgabe. wahrend nach niedriger 
verabreichter Tumordosis nur 17% der Mause einen starken und 
33% einen schwachen Titer aufwiesen, konnte nach der hCheren 
Tumordosis bei 66% der Mause ein starker Titer nachgewiesen 
werden . 

Des weiteren korrelieren die gewonnenen Daten zur humoralen 
Immunantwort eindeutig mit dem Oberleben der Mause nach erneu- 
ter Tumorgabe ohne nachfolgende AntikdJrper-Injektion. Nur die 
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Mause, die einen starken Antikorper-Titer gegen den Tumor auf- 
gebaut hat ten, uberlebten die Tumorgabe oder starben stark ver- 
zOgert im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Immunlsierung. Hin- 
gegen starben alle Mause ohne nachweisbaren Titer zuerst und 
ohne VerzOgerung im Vergleich zur Kontrolle. In Abbildung 3 
sind die Oberlebenskurven der Mause dargestellt, die einer er- 
neuten Tumorgabe unterzogen wurden ohne diese MSuse anschlie- 
Bend wieder mit AntikQrper zu behandeln. Die Mause, die eine 
hohe Primargabe von 5000 TZ erhalten hatten, besaSen einen 
deutlichen liber lebensvorteil gegenuber den Mausen mit einer 
niedrig dosierten Primartumorgabe von 1500 TZ. 

Nachfolgend werden bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung, 
insbesondere in Bezug auf die zu verwendenden bispezifischen 
und trispezifischen AntikOrper und die Tumorzellen, offenbart. 

Die Tumorzellen werden aus einem Patienten entnommen (autologe 
Tumorzellen). Urn ein Uberleben der Tumorzellen nach Reinfusion 
zu verhindern, werden sie vor dem Inkontaktbringen mit den An- 
tikOrpern, was ja erf indungsgemaB erst im KOrper erfolgt, in an 
sich bekannter Weise behandelt, beispielsweise durch Bestrah- 
lung. Erf indungsgemaB sind nicht beliebige AntikOrper verwend- 
bar, sondern diese mussen intakt sein, d.h. sie mussen eine 
funktionellen Fc-Teil besitzen. Bevorzugt sind sie heterologer 
Natur, d.h. die Antikdrper sind aus schweren Immunglobulinket- 
ten unterschiedlicher Subklassen ( -Kombinationen, auch Fragmen- 
te) und/oder Herkunft (Spezies) zusammengesetzt . 

Diese intakten heterologen bispezifischen und/oder trispezifi- 
schen AntikSrper werden so ausgewahlt, daS sie weiterhin die 
nachfolgenden Eigenschaften aufweisen: 

a - Binden an eine T-Zelle; 
— p- ^ — Binden- an^ zumindes t" ein" Amigerr-au f ^ineiT TuraorzelleT 

Y - Binden durch ihren Fc-Teil (bei bispezifischen AntikOr- 

pern) oder durch eine dritte Spezifitat (bei trispezifi- 
schen AntikSrpern) an Fc-Rezeptor positive Zellen. 
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Die erf indungsgemSB verwendbaren Antikorper sind befShigt^ die 
Fc-Rezeptor positive Zelle zu aktivieren, wodurch die Expres- 
sion von Zytokinen und/oder kostimulatorischen Antigenen initi- 
iert Oder erhOht wird. 

Bei den trispezif ischen AntikGrpern erfolgt die Bindung an die 
Fc-Rezeptor positiven Zellen bevorzugt beispielsweise uber den 
Fc-Rezeptor von Fc-Rezeptor positiven Zellen oder auch Uber 
andere Antigene auf Fc-Rezeptor positiven Zellen ( Antigen-prM- 
sentierenden Zellen), wie z.B, den Mannose-Rezeptor . 

Durch die erf indungsgemaSe, zeitlich abgestufte Anwendung der 
intakten, bevorzugt heterologen bispezif ischen und/oder trispe- 
zifischen Antikbrper wird im Patienten eine Tumor inununitSt auf- 
gebaut, bevorzugt eine Langzeit-Tumorimmunitat . Die Verabrei- 
chung (Reinfusion) erfolgt bevorzugt in einem Patienten nach 
der Behandlung des Pr im^rtumors , bevorzugt bei Patienten in 
einer minimal residual disease (MRD) -Situation. Bei Patienten 
mit wenig verbliebenen Tumorzellen, bei denen allerdings die 
Gefahr eines Rezidivs hoch sein kann, ist die erf indungsgemaS 
beschriebene zeitlich abgestufte Anwendung besonders erfolg- 
reich. 

Die erf indungsgemaS verwendbaren heterologen bispezif ischen 
und/oder trispezif ischen Antikarper sind zum Teil an sich be- 
kannt, zum Teil werden sie aber auch in der vorstehenden Anmel- 
dung zum ersten Mai beschrieben. Ein Beispiel fur einen bsAk 
ist der Antikarper anti-CD3 X anti-EpCAM (GA-733-2) der bei 
epithelialen Tumoren wie dem Mammacarcinom eingesetzt wird, 

Auf der Tumorzelle erfolgt eine Hochregulation von MHC 1, sowie 
eine Aktivierung der intrazelluiaren Prozessierungsmaschinerie 
( Proteasom-Komplex ) aufgrund der Freisetzung von Zytokinen (wie 
z.B. INF-Y und TNF-a) in unmittelbarer Nachbarschaf t der Tumor- 
zelle. Die Zytokine werden aufgrund bispezif ischer Antikarper- 
vermittelter Aktivierung von T-Zellen und akzessorischen Zellen 
freigesetzt- D.h. durch den intakten bsAk werden nicht nur Tu- 
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morzellen zerstort Oder phagozytiert, sondern indirekt auch 
deren Tumor immunogeni tat erhOht. 

Die Aktivierung der Fc-Rezeptor positiven Zelle durch den bsAk 
ist von der Subklasse bzw* der Subklassenkombination des bsAk 
abhangig, Wie in in vitro-Versuchen nachgewiesen werden konnte, 
sind beispielsweise bsAk der Subklassenkombination Maus-IgG2a/- 
Ratte-IgG2b in der Lage, an Fc-Rezeptor positive Zellen zu bin- 
den und diese gleichzeitig zu aktivieren, was zur Hochregula- 
tion bzw. Neuausbildung (Expression) von kostimulatorischen 
Antigenen, wie z.B. CD40, CD80 Oder CD86, auf der Zelloberfia- 
che dieser Zellen fuhrt, Dagegen sind bsAk der Subklassenkom- 
bination Maus-IgGl/IgG2b zwar in der Lage an Fc-Rezeptor posi- 
tive Zellen zu binden (1) Haagen et al,, J. Immunology, 1995, 
154: 1852-1860, konnen diese aber offenbar nicht in vergleich- 
barem MaBe aktivieren (2) Gast et al.. Cancer Immunol. Immun- 
therap., 1995, 40: 390. 

Wahrend der intakte bsAk die T-Zelle mit einem Bindungsarm 
(z.B. an CD3 oder CD2 ) bindet und gleichzeitig aktiviert, kGn- 
nen kostimulatorische Signale von der an den Fc-Teil des bsAk 
gebundenen Fc-Rezeptor positiven Zelle an die T-Zelle libermit- 
telt werden. D.h. erst die Kombination von Aktivierung der T- 
Zelle Uber einen Bindungsarm des bsAk und der gleichzeitigen 
Ubertragung von kostimulatorischen Signalen von der Fc-Rezeptor 
positiven Zelle auf die T-Zelle, fuhrt zu einer effizienten T- 
Zellaktivierung (Abb. 4A). Turaor-spezif ische T-Zellen, die an 
der Tumorzelle ungenugend aktiviert wurden und anergisch sind, 
kOnnen nach der erf indungsgemSBen ex vivo-Vorbehandlung eben- 
falls reaktiviert werden (Abb. 4B). 

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Induktion einer Tumorim- 
munitat ist die mCgliche Phagozytose, Prozessierung und PrSsen- 
tation von Tumorbestandteilen durch die vom bsAk herangefUhrten 
und aktivierten akzessorischen Zellen (Monozyten/Makrophagen, 
Oder dendritische Zeller). Durch diesen klassischen Mechanismus 
der Presentation von Antigenen kflnnen sowohl tumorspezif ische 
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CD4- wie auch CD8-posit:ive Zellen generiert werden. Tumorspezi- 
fische CD4-Zellen spielen dariiberhinaus eine wichtige Rolle fur 
die Induktion einer humoralen Immunantwort im Zusammenhang mit 
der T-B-Zell Kooperation, 

Bispezif ische und trispezif ische AntikOrper k^Jnnen mit einem 
Bindungsarm an den T-Zellrezept:or-Komplex der T-Zelle, mit dem 
zweiten Bindungsarm an tumorassoziierte Antigene auf der Tumor- 
zelle binden. Sie aktivieren dabei T-Zellen, die durch Freiset- 
zung von Zytokinen oder Apoptose-vermittelnde Mechanismen die 
Tumorzellen zerstOren. Dariiber hinaus besteht offenbar die MOg- 
lichkeit, daS T-Zellen im Rahmen der Aktivierung mit bispezif i- 
schen Antikorpern tumorspezif ische Antigene uber ihren Rezeptor 
erkennen und dadurch eine dauerhafte Immunisierung eingeleitet 
wird (Abb. 4B). Von besonderer Bedeutung ist dabei der intakte 
Fc-Teil des bispezif ischen oder trispezif ischen Antikorpers, 
der die Bindung an akzessorische Zellen wie z»B» Monozyten/Ma- 
krophagen und dendritische Zellen vermittelt und diese veran- 
laBt selbst zytotoxisch zu werden und/oder gleichzeitig wichti- 
ge kostimulatorische Signale an die T-Zelle weiterzugeben. Auf 
diese Weise kann of f ensichtlich eine T-Zellantwort u.U. auch 
gegen bislang unbekannte, tumorspezif ische Peptide induziert 
werden • 

Durch Redirektion von u.U. anergisierten, tumorspezif ischen T- 
Zellen an Tumorzellen mittels bispezif ischer und/oder trispezi- 
fischer AntikOrper bei gleichzeitiger Kostimulation derartiger 
T- Zellen durch akzessorische Zellen welche an den Fc-Teil des 
bispezif ischen oder trispezif ische AntikOrpers binden, kttnnte 
die Anergie von zytotoxischen T-Zellen (CTLs) aufgehoben wer- 
den. D.h. eine im Patienten gegen den Tumor existierende T- 
Zell-Toleranz kann mittels intakter heterologer bispezif ischer 
und/oder trispezif ischer AntikOrper gebrochen und damit eine 
dauerhafte Tumorimmunitat induziert werden. 

Fur den letzten Punkt gibt es erste in vivo-Daten aus Mausver- 
suchen, die auf eine derartige dauerhafte Tumorimmuntat nach 
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Behandlung mit einem syngenen Tumor und intakten bsAk hinwei- 
sen. In diesen Versuchen uberlebten insgesamt 14 von 14 Tieren, 
die nach einer ersten Tumor in jektion erfolgreich mit bsAk be- 
handelt werden konnten, eine weitere Tumor in jektion 144 Tage 
nach der ersten Tumorin jektion - ohne eine erneute Gabe von 
bsAk« 

Die erfindungsgemaB eingesetzten AntikOrper sind bevorzugt zur 
Reaktivierung von in Anergie bef indlichen, tumorspezif ischen T- 
Zellen befahigt. Weiterhin sind sie zur Induktion von tumorre- 
aktiven Komplement-bindenden AntikGrpern und damit zur Induk- 
tion einer humoralen Immunantwort in der Lage, 

Die Bindung erfolgt bevorzugt iiber CD3, CD2, CD4, CD5, CD6, 
CDS, CD28 und/oder CD44 an die T-Zelle. Die Fc-Rezeptor positi- 
ven Zellen weisen zumindest einen Fcy-Rezeptor I, II oder III 
auf . 

ErfindungsgemaB einsetzbare Antikorper sind zur Bindung an Mo- 
nozyten, Makrophagen, dendritische Zellen, "Natural Killer"- 
Zellen (NK-Zellen) und/oder aktivierte neutrophile Zellen als 
Fcy-Rezeptor 1 und/oder III positive Zellen befahigt* 

Die erfindungsgemaB einsetzbaren Antikttrper bewirken, daB die 
Expression von CD40, CD80, CD86, ICAM-1 und/oder LFA-3 als ko- 
stiraulatorische Antigene oder/und die Sekretion von Zytokinen 
durch die Fc-Rezeptor positive Zelle initiiert oder erh5ht 
wird. Die Zytokine sind bevorzugt IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL- 
8,IL-12, INF-Y und/oder TNF-a. 

Die Bindung an die T- Zelle erfolgt bevorzugt uber den T-Zell- 
Rezeptor-Komplex der T-Zelle. 



Die erfindungsgemaB einsetzbaren bispezif ischen Antikcirper sind 
beispielsweise : 

ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder 
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anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD5 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD5 X 
anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD8 X anti- 
Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti-Tu- 
mor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD28 X anti-Tumor- 
assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD44 X anti-Tumor-as- 
soziiertes Antigen-AntikOrper ist. 

Die erf indungsgemaS einsetzbaren trispezif ischen AntikOrper 
sind bevorzugt: 

ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder 
anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD5 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD5 X 
anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD8 X anti- 
Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti-Tu- 
mor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD28 X anti-Tumor- 
assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD44 X anti-Tumor-as- 
soziiertes Antigen-Antikarper • 

Die erf indungsgemaS einsetzbaren trispezf ischen AntikSrper wei- 
sen zumindest eine T-Zell-Bindungsarm, einen Tumorzell-Bin- 
dungsarm und einen an Fc-Rezeptor positive Zellen bindenden 
Bindungsarm auf . Dieser zuletzt genannte Bindungsarm kann ein 
anti-Fc-Rezeptor-Bindungsarm oder ein Mannose-Rezeptor-Bin- 
dungsarm sein. 

Der bispezif ische Antikarper ist bevorzugt ein heterologer in- 
takter Ratte/Maus bispezif ischer AntikOrper. 

Mit den erf indungsgemaS einsetzbaren bispezif ischen und trispe- 
zifischen AntikGrpern werden T-Zellen aktiviert und gegen die 
Tumorzellen redirigiert. Bevorzugt einsetzbare heterologe in- 
takte bispezif ische AntikOrper werden aus einer oder mehreren 
der nachfolgenden Isotyp-Kombinationen ausgewShlt: 

Ratte-IgG2b/Maus-IgG2a, 
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Ratte - I gG2b/Maus - IgG2b , 
Ratte-IgG2b/Maus-IgG3, 

Ratte- IgG2b/Human- IgGl , 
Ratte-IgG2b/Huinan-IgG2, 

Ratte-IgG2b/Human-IgG3[orientaler Allotyp G3m(st) = Bin- 
dung an Protein A] , 
Ratte- IgG2b/Human- IgG4 , 

Ratte-IgG2b/Ratte-IgG2c, 

Maus-IgG2a/Huinan-IgG3[kaukasische Allotypen G3m(b+g) = 
keine Bindung an Protein A, im folgenden mit * gekenn- 
zeichnet] 

Maus-IgG2a/Maus- [ VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] - 
Human- IgG3*- [CH2-CH3] 

Maus-IgG2a/Ratte- [VH-CHl, VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-IgG2a/Human- [VH-CHl, VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl/Ratte- [VH-CHl , VL-CL] - 
Human-IgGl- [Hinge] -Human-IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgG4/Ratte- [VH-CHl , VL-CL] -Human- 
IgG4- [Hinge] -Human- IgG4[N-terminale Region von CH2]-Human- 
IgG3*[C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251] -Hu- 
man- IgG3*[CH3] 

Ratte-Ig G 2b/Maus- [ VH- CHl, VL- C L] -Human-IgG l- [H inge -CH2-CH 3] 
Ratte-IgG2b/Maus- [ VH-CHl, VL-CL] -Human- IgG2-[Hinge-CH2-CH3] 
Ratte-IgG2b/Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Human- IgG3 - [Hinge-CH2-CH3, 
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orientaler Allotyp] 

Ratte-IgG2b/Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Huinan-IgG4- [Hinge-CH2-CH3] 

Human- IgGl /Human- [VH-CHl , VL-CL] -Human- IgGl- [Hinge] - 
Human- I gG3 * - [ CH2 -CH3 ] 

Human- IgGl /Ratte- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG4[N-t:erminale Region von CH2] -Human- IgG3*[C-1;erminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human- IgG3*[CH3] 

Human- IgGl/Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG4[N-terminale Region von CH2] -Human- IgG3*[C-t:erminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human- IgG3*[CH3] 

Human- IgGl /Ratte- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG2[N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3*[C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3*[CH3] 

Human-IgGl/Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG2[N-terminale Region von CH2] -Human- IgG3*[C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3* [CH3] 

Human- IgGl /Ratte- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Human- IgGl/Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl - [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Human- 1 gG2 /Human- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgG2- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Human- IgG4 /Human- [VH-CHl , VL-CL] -Human- IgG4- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Human- IgG4/Human- 
IgG4 [ N- terminale 



[VH-CHl , VL-CL] -Human- IgG4- [Hinge] -Human- 
Region von CH2] -Human-IgG3*[C-terminale 
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Region von CH2 : > AS-Position 251]-Human-IgG3*[CH3] 

Maus-IgG2b/Ratte- [VH-CHl , VL-CL] -Human- IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus- IgG2b/Human- [ VH-CHl , VL-CL ] -Human- IgGl - [ Hinge ] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Maus-IgG2b/Maus- [VH-CHl, VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Maus- [VH-CHl ,VL-CL] -Human- IgG4/Ratte- [VH-CHl, VL-CL] - 
Human-IgG4- [Hinge] -Human-IgG4- [CH2] -Human- IgG3*- [CH3] 

HumanlgGl/Ratte [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl [Hinge] -Human- 
IgG4- [CH2] -HumanIgG3* [CH3] 



HumanlgGl/Maus [VH-CHl, VL-CL] -Human-IgGl [Hinge] -Human-IgG4- 
[ CH2 ] -Human- IgG3 * [ CH3 ] 

Human- IgG4/Human[ VH-CHl , VL-CL] -Human- IgG4- [Hinge] -Human- 
IgG4- [ CH2 ] -HumanIgG3 * - [ CH3 ] 



Bei den erf indungsgemSB verwendbaren AntiktSrpern handelt es 
sich vorzugsweise um monoklonale, chimare, rekombinante, syn- 
thetische, halbsynthetische oder chemisch modifizierte intakte 
Antikbrper mit beispielsweise Fv-, Fab-, scFv- Oder F(ab)2- 
Fragmenten . 



Bevorzugt werden Antikftrper oder Derivate oder Fragmente vom 
Menschen verwendet oder solche, die derart verSndert sind, daB 
sie sich flir die Anwendung beim Menschen eignen (sogenannte 
"humanized antibodies") (siehe z.B. Shalaby et al., J. Exp. 
Med. 175 (1992), 217; Mocikat et al.. Transplantation 57 
(1994), 405). 



Die Herstellung der verschiedenen oben genannten AntikOrperty- 
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pen und -fragmente ist: dem Fachmann gel^ufig. Die Herstellung 
monoklonaler Antikbrper, die ihren Ursprung vorzugsweise in 
Saugetieren, z.B. Mensch, Ratte, Maus, Kaninchen oder Ziege, 
haben, kann mittels herkOnunlicher Methoden erfolgen, wie sie 
z.B. in Kbhler und Milstein (Nature 256 (1975), 495), in Harlow 
und Lane (Antibodies, A Laboratory Manual (1988), Cold Spring 
Harbor) oder in Gal f re (Meth- Enzymol. 73 (1981), 3) Oder der 
DE 195 31 346 beschrieben sind, 

Ferner ist es mdglich, die beschriebenen Antikttrper mittels 
rekombinanter DNA-Technologie nach dem Fachmann geiaufigen 
Techniken herzustellen (siehe Kurucz et al., J. Immunol. 154 
(1995), 4576; Holliger et al-, Proc. Natl- Acad- Sc. USA 90 
(1993), 6444). 

Die Herstellung von Antikorpern mit zwei verschiedenen Spezi- 
fitaten, den sogenannten bispezif ischen AntikGrpern, ist zum 
einen durch Anwendung rekombinanter DNA-Technologie meSglich, 
aber auch durch die sogenannte Hybrid-Hybridoma-Fusionstechnik 
(siehe z.B. Milstein et al.. Nature 305 (1983), 537). Hierbei 
werden Hybridomazellinien, die Antik5rper mit jeweils einer der 
gewunschten Spezifitaten produzieren, fusioniert und rekombi- 
nante Zellinien identif iziert und isoliert, die AntikGrper mit 
beiden Spezifitaten produzieren. 

Das der Erfindung zugrunde liegende Problem kann sowohl durch 
bispezifische als auch trispezif ische AntikOrper gelOst werden, 
sofern sie die im Anspruch 1 gekennzeichneten Eigenschaf ten und 
Wirkungen aufweisen. Nachfolgend wird die Herstellung von Anti- 
k5rpern mit Zwei- und Dreispezif itaten naher beschrieben. Die 
Bereitstellung derartiger bispezif ischer und trispezif ischer 
Antikcirper gehart zum Stand der Technik, und auf die derartige 
Herstellungstechniken beschreibende Literatur wird hier voll 
inhaltlich Bezug genommen. 

Die Herstellung von Antikttrpern mit drei Spezifitaten, soge- 
nannten trispezif ischen AntikOrpern, durch die das der Erf in- 
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dung zugrundeliegende Problem ebenfalls lOsbar ist, kann bei- 
spielsweise derart erfolgen, daB an eine der schweren Ig-Ketten 
eines bispezif ischen AntikSrpers eine dritte Antigenbindungs- 
stelle mit einer weiteren Spezifitat, z.B. in Form eines "sing- 
le chain variable fragments" (scFv), angekoppelt wird. Das scFv 
kann beispielsweise Uber einen 

-S-S(G4S)„D- 1 -Linker 
an eine der schweren Ketten gebunden sein (S = Serin, G = Gly- 
cin, D = Aspartat, I = Isoleucin). 

Analog dazu kannen trispezif ische F(ab)j-Konstrukte hergestellt 
werden, indem die CH2-CH3-Regionen der schweren Kette einer 
Spezifitat eines bispezif ischen AntikOrpers ersetzt werden 
durch ein scFv mit einer dritten Spezifitat, wahrend die CH2- 
CH3-Regionen der schweren Kette der anderen Spezifitat bei- 
spielsweise durch Einbau eines Stopcodons (am Ende der "Hinge"- 
Region) in das codierende Gen, z.B. mittels homologer Rekombi- 
nation, entfernt werden (siehe Abb.5). 

Moglich ist auch die Herstellung trispezif ischer scFv-Kon- 
strukte. Hierbei werden drei VH-VL-Regionen, die drei ver- 
schiedene Spezifitaten reprasentieren, hintereinander in Reihe 
angeordnet ( Abb . 6 ) . 

Erfindungsgemae werden z.B. intakte bispezif ische AntikOrper 
verwendet. Intakte bispezif ische AntikOrper sind aus zwei Anti- 
kSrper-Halbmolekaien (je eine H- und L-Immunglobulinkette) , die 
jeweils eine Spezifitat reprasentieren, zusammengesetzt, und 
besitzen daruber hinaus, wie normale Antikdrper auch, einen Fc- 
Teil mit den bekannten Ef fektorfunktionen. Sie werden bevorzugt 
durch die Quadrom-Technologie hergestellt. Dieses Herstellungs- 
verfahren ist beispielhaft in der DE-A-44 19 399 beschrieben. 
Auf diese Druckschrift, auch bzgl. einer Definition der bispe- 
zif ischen Antikdrper, wird zur vollstandigen Offenbarung voll- 
inhaltlich Bezug genommen. Selbstverstandlich sind auch andere 
Herstellungsverfahren einsetzbar, solange sie zu den erfin- 
dungsgemaS notwendigen intakten bispezif ischen Antikttrpern der 
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angefuhrt, die erf indungsgemaS direkt am Tumor reaktiviert: 
werden kdnnen. Dies kann durch ein bsF( ab' ) 2- Fragment mit 
den Spezifitaten ant:i-CD54Xanti-tumorassoziiertes Antigen 
nicht erreicht werden. 

3. Ein bsF(ab' )2-Fragment mit den Spezifitaten anti-CD64Xan- 
ti-tumorassoziiertes Antigen kann lediglich eine Tumorim- 
munitat in 30% der Patienten erzielen, wahrend erfindungs- 
gemas in Mausversuchen mit T-Zell-redirigierenden intakten 
bsAk ein Schutz in 100% der Tiere erzielt werden konnte. 

Die Bindung des bsAk an Fcy-RI besitzt zwei wesentliche Vortei- 
le im Hinblick auf eine optimale anti-Tumorwirksamkeit : 

(1) Fcy-RI positive Zellen besitzen die Fahigkeit mittels ADCC 
Tumorzellen zu elimxnieren und k5nnen insofern synergi- 
st isch zur anti-Tumorwirkung der durch den bsAk an die 
Tumorzelle herangef vihrten cytotoxischen T- Zellen beitra- 
gen. 

(2) Fcy-RI positive Zellen (wie z.B. Monozyten/Makrophagen/- 
Dendriten) sind in der Lage^ wichtige kostimulatorische 
Signale, ahnlich wie bei der Antigen-Prasentation, der T- 
Zelle zu liefern und damit eine Anergisierung der T-Zelle 
zu verhindern. Wie in Abbildung 4 gezeigt konnen weiter- 
hin, als erwiinschtes Nebenprodukt , aufgrund der durch in- 
takten bsAk vermittelten Interaktion von T-Zelle mit ak- 
zessorischer Zelle und Tumorzelle sogar T-Zellen, deren T- 
Zellrezeptor tumorspezif ische Peptide (iiber MHC Antigene 
auf der Tumorzelle prasentiert) erkennt, stimuliert wer- 
den. Die fur eine korrekte Aktivierung der T-Zelle notwen- 
digen Kostimuli warden in dieser Konstellation von der 
akzessorischen Zelle (z.B. Monocyt) geliefert werden. In- 
sofern sollte der erf indungsgemaSe Antikttrper neben der 
direkten T-Zellrezeptor-unabhangigen, durch bsAk vermit- 
telten Tumorzerstdirung (Abb.4A) ebenfalls tumorspezif isch 
T- Zellen aktivieren und generieren (Abb.4B), die nach Ab- 
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obigen Definition fuhren. 

Beispielsweise k5nnen in einem neu entwickelten Herstellungs- 
verfahren (6) intakte bispezif ische Antikarper in ausreichender 
Menge produziert werden. Die Kombination von 2 bispezif ischen 
AntikSrpern gegen 2 unterschiedliche tumorassoziierte Antigene 
(z.B. c-erb-B2, ep-cam, beispielsweise GA-733-2 = C215) auf den 
Mammakarzinomzellen minimiert die Gefahr, daS Tumorzellen, die 
nur ein Antigen exprimieren, unerkannt bleiben. 

Es wurde auch versucht, durch Behandlung mit bispezif ischen 
F(ab' )2-Fragmenten mit den Spezifitaten anti-c-erb-B2 x 
antiCD64 eine Tumorimmunitat zu erreichen* Der Hauptnachteil 
von bsF(ab' )2-Fragmenten liegt darin, daB aufgrund der verwen- 
deten Spezifitaten lediglich FcyRI+ Zellen an den Txjmor rediri- 
giert werden. T-2ellen werden durch diesen bispezif ischen Anti- 
korper nicht an den Tumor redirigiert. Die FcyRI+ Zellen kOnnen 
zwar indirekt durch PrSsentation von tumorspezifischen Peptiden 
(uber MHC I bzw, MHCII ) nach z.B. Phagozytose von Tumorzellbe- 
standteilen tumorspezif ische T-Zellen aktivieren, die Effizienz 
der Induktion einer Tumor immunit^t ist hier aber niedriger , da 
T- Zellen durch diesen bsAK nicht gebunden werden und auch nicht 
zur Kostimulation der Fc-Rezeptor positiven Zellen beitragen 
kOnnen. 

Weitere Vorteile von intakten bsAk mit der Fahigkeit zur Redi- 
rektion von T-Zellen gegenuber den o.g. bsF(ab')2 Fragmenten 
sind im einzelnen: 

1. An intakte bsAk kbnnen Fc-Rezeptor positive Zellen binden 
und einerseits uber ADCC (antibody-dependent cell-mediated 
cytotoxicity) direkt zur TumorzerstGrung beitragen sowie 
andererseits wie oben nSher ausgefUhrt zur T-Zellaktivie- 

~rung. ~ ~ ~ ^— 

2, Durch intakte T-Zell-redirigierende bsAk werden auch aner- 
gisierte tumorspezif ische T-Zellen an die Tumorzelle her- 
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bau der bsAk weiterhin im Patienten patrouillieren, D.h. 
mittels intakter bsAk kann ahnlich wie bei gent her apeutl- 
schen Ansatzen (z.B. durch Einbau von kostimulatorischen 
Antigenen wie B-7 in die Tumorzelle) die Tumortoleranz Im 
Patienten durchbrochen werden. 

Giinstig in diesem Zusanunenhang ist weiterhin, daS die Expres- 
sion von Fcy-RI nach G-CSF -Behandlung auf den entsprechenden 
Zellen hochreguliert wird* 

Die erf indungsgemaS eingesetzten intakten, bevorzugt herterolo- 
gen spezifischen und/oder trispezif ischen AntikOrper weisen in 
einer weiteren bevorzugten Ausf tihrungsf orm der Erfindung die 
nachf olgenden Eigenschaf ten auf: 

a) Binden an eine T-Zelle; 

b) Binden an zumindest ein Antigen auf einer Zielzelle; 

c) Binden durch ihren Fc-Teil (bei bispezif ischen AntikOr- 
pern) oder durch eine dritte Spezifitat (bei trispezif i- 
schen Antikdrpern) an Fc-Rezeptor positive Zellen 

und sie induzieren hierdurch eine Immunantwort und/oder zer- 
stdrte Zielzellen, wobei der Antik5rper so ausgewahlt ist, daB 
er an ein Oberf lachenantigen als Zielantigen auf der Zielzelle 
bindet, welches induzierbar ist und im nicht induzierten Zu- 
stand ( Normalzustand ) auf der Zielzelle nicht vorkommt oder in 
einer derart geringen Zahl, daB die Anzahl fUr eine ZerstOrung 
der Zielzelle nicht ausreicht. (Abb, 7A + B) 

Es konnte gezeigt werden, daB nach Induktion bereits eine rela- 
tiv geringe Anzahl der Zielantigene auf der Zielzelle ausrei- 
chend ist, urn die intakten bispezif ischen und trispezif ischen 
Antikdrper zu binden und eine ZerstOrung der Zielzelle und/oder 
eine Immunantwort einzuleiten. Unter "geringe Anzahl" wird er- 
f indungsgemaB eine Anzahl von Zielantigenen auf der Zielzelle 
von mehr als 100 Zielantigenen pro Zielzelle, bevorzugt mehr 
als 300 und weiterhin bevorzugt mehr als 1000 Zielantigenen pro 
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Zelle verstanden. Die induzierbaren Zielantigene kGnnen auch in 
einer Menge von bis zu 500*000 pro Zielzelle vorliegen, wobei 
auch Mengen bis zu 400-000, bis zu 300.000, bis zu 200,000 Oder 
bis zu 100.000 pro Zielzelle induzierbar sind. Ein weiterer 
bevorzugter Mengenbereich, in dem die Zielantigene vorliegen 
kdnnen, ist von 50.000 bis 100.000 und von 5000 bis 50.000. 

Beispiele fiir induzierbare Oberf lachenantigene auf Zielzellen 
(Zielantigene), die fiir eine Immuntherapie durch intakte bispe- 
zifische und trispezif ische AntikOrper einsetzbar sind, sind 
Hitzeschock-Proteine und "MHC-Klasse I-verwandte" MIC-Molekule* 
Hitzeschock-Proteine (Hsp) werden von der Zelle als Antwort auf 
ZellstreB synthetisiert . Unter "ZellstreB" ist erfindungsgemaB 
beispielsweise eine Entartung der Zelle, das Einwirken von 
Strahlen, chemischen Substanzen und von erhohter Temperatur auf 
die Zelle sowie die Infektion der Zelle durch Mikroorganismen 
zu subsumieren. Zur Zeit sind vier Familien von Hitzeschock- 
Proteinen bekannt, die aufgrund ihres unterschiedlichen Moleku- 
largewichts dif f erenziert werden. Diese Familien werden als 
Hsp25, Hsp60, Hsp70 und Hsp90 bezeichnet, wobei die Zahl das 
ungefahre Molekulargewicht der StreBproteine in Kilo-Dai ton 
wiedergibt. Die Hitzeschock-Proteine zeichnen sich durch hoch- 
konservierte Aminosauresequenzen aus, wobei der Grad der Kon- 
servierung bei uber 35 % Aminosaure-Identitat, bevorzugt bei 35 
- 55 %, weiterhin bevorzugt 55 - 75% und am bevorzugtesten zwi- 
schen 75 % bis 85 % Aminosaure-Identitat liegt. 

Auf folgende Ubersichtsartikel wird verwiesen: Annu. Rev. Ge- 
net. 27, 437-496 (1993); Biochimie 76, 737-747 (1994); Cell. 
Mol. Life Sci. 53, 80-129, 168-211 (1997); Experientia 48, 621- 
656 (1992); Kabakov u. Gabai, Heat Shock Proteins and Cytopro- 
tection, Berlin: Springer 1997. 

Hitzeschock-Proteine^werden im Normalfall auf gesundem Geweb ^ 
nicht exprimiert. Es gibt jedoch Untersuchungen, die zeigen, 
daB Hitzeschock-Proteine beispielsweise auf Tumorzellinien und 
auf Tumormaterial aus Patienten exprimiert werden kiinnen ( Mel- 
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Cher et al-. Nature Medicine, 4:581, 1998). Die Expression der 
Hitzeschock-Proteine auf den Tumorzellinien ist aber relativ 
schwach und deshalb fur bisher bekannte immuntherapeutische 
Ansatze mi-t monoklonalen AntikOrpern und unvollstSndigen 
(F(ab)2) bispezif ischen AntikGrpern ungeeignet- 

Beispiele fUr Hitzeschock-Proteine sind Hsp60 und Hsp70/72* 

Gleiches gilt ftir MIC-Molekule. Auch diese Molekule sind durch 
ZellstreB, wie oben nSher definiert, induzierbar. MIC-MolekUle 
sind MHC I-verwandte Molekule, die unter Kontrolle von Hitze- 
schock-Promoter-Elementen stehen (Groh et al-, PNAS 93: 12445, 
1996). Beispiele fur MIC-Molekule sind MIC A und MIC B, Auch 
fur MIC-Molekule konnte gezeigt werden, daQ sie auf Normalge- 
webe nicht Oder nur in so geringer Menge exprimiert werden, daS 
sie als Zielstruktur zur Erkennung durch einen AntikQrper, urn 
eine Zerstorung der Zielzelle zu erreichen, nicht geeignet 
sind, wahrend sie auf beispielsweise epithelialen Tumoren in 
einer solchen Menge exprimiert werden, daB sie durch die erfin- 
dungsgemaS bereitgestellten bispezif ischen und trispezif ischen 
AntikOrper bei einer Inununtherapie als Zielantigene einsetzbar 
sind. 

Die erfindungsgemSB bereitgestellten intakten bispezif ischen 
Oder trispezifischen Antikttrper werden so ausgewShlt, daB sie 
gegen zumindest ein Zielantigen auf einer Zielzelle gerichtet 
sind, welches induzierbar ist und auf der Zielzelle im nicht 
induzierten Zustand nicht oder im wesentlichen nicht vorkommt- 
Diese Zahl liegt beispielsweise bei ca. 100 Zielantigenen/Zel- 
le. Dies heiSt jedoch nicht, daS derartige Zielantigene auf 
anderen Zellen, d.h. Nicht-Zielzellen, nicht vorkommen kcSnnen. 
Beispielsweise kommen auf sich schnell regenerierendem Gewebe, 
z.B. den Schleimhautzellen des Magen-Darm-Traktes, auch im phy- 
siologischen Zustand, konstitutiv exprimiert, Hitzeschockpro- 
teine vor. Diese Hitzeschockproteine werden Jedoch von der vor- 
liegenden Erfindung nicht mit umfaBt, da sie nicht induzierbar 
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sind, sondern bereits auf Normalgewebe vorkommen. Bei Verwen- 
dung der erf indungsgemaBen Antikarper, die gegen Hitzeschock- 
proteine gerichtet sind, konnen auch bestimmte Schleimhautzel- 
len des Magen-Darm-Traktes zerstOrt werden, da diese, wie oben 
ausgefiihrt, konstitutiv Hitzeschockproteine auf ihrer Zellober- 
flache exprimieren. Die mbgliche Zerstbrung dieser Zellen ist 
fur einen Patienten zwar mit gewissen Nachteilen verbunden, die 
jedoch im Vergleich zur erzielbaren TumorzerstSrung gering an- 
zusetzen sind. 

Das sich schnell regenerierende Gewebe ist sorait nicht primares 
Target der erf indungsgemaBen AntikOrper, kann jedoch dann von 
den Antikorpern "getroffen" werden, wenn der erf indungsgeraaBe 
Antikarper nicht nur die induzierbaren Zielantigene auf der 
Zielzelle erkennt, sondern diese Antigene z.B. auch auf sich 
schnell regenerierendem Gewebe vorkommen. Da sich dieses Gewebe 
jedoch schnell teilt, kann nach Absetzen der Antikorper-Thera- 
pie der urspriingliche Zustand dieses Gewebes relativ rasch so 
wieder hergestellt werden, daB es seine physiologische Aufgabe 
wieder erfullen kann. Die Erfindung ist also nicht darauf ge- 
richtet, daB die erf indungsgemaBen bispezif ischen und trispezi- 
fischen Antikarper Antigene auf z.B. sich schnell regenerieren- 
dem Gewebe erkennen, welche dort unter Umstanden konstitutiv 
exprimiert werden, sondern die Erfindung umfaBt ausschlieBlich 
solche Antikarper, die gegen Zielantigene gerichtet sind, die 
auf der Zielzelle induzierbar sind und nach Induktion, bel- 
spielsweise auch konstitutiv, exprimierbar sind. 

ErfindungsgemaB werden unter "induzierbar" solche Zielantigene 
verstanden, die hier operationell tumorspezif isch sind und im 
physiologischen Zustand auf der Zelle nicht Oder nur in einer 
solchen Anzahl vorkommen, daB eine Immunantwort gegen sie nicht 
induzierbar ist Oder eine Zerstarung der Zielzellen aufgrund 
dieser" gefiligen "Ahz^ahl ni'cht oder T-rT einem hicht~wesehtlichen,~ 
therapeutisch nutzbaren Umfang stattfindet. 

Als induzierbare Zielantigene auf einer Zielzelle sind nicht 
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nur solche auf einer Tumorzelle zu verstehen, sondern auch An- 
tigene, die induziert werden, wenn die Zielzelle beispielsweise 
durch einen Mikrooganismus infiziert wird. Unter "Mikroorganis- 
mus" wird erf indungsgemafi jeder Organismus verstanden, der die 
Zielzelle so beeinfluSt, daB auf seiner OberflSche ein vom Mi- 
kroorganismus induziertes Zielantigen im oben beschriebenen 
Umfang exprimiert wird. Unter Mikroorganismen werden erfin- 
dungsgemaS beispielsweise Bakterien, Viren, Protozoen und Pilze 
verstanden. Zu den Bakterien gehOren beispielsweise Gram-posi- 
tive und und Gram-negative Bakterien, Mycoplasmen und Rickett- 
sien. Von den Protozoen mitumfaBt werden insbesondere Plasmo- 
dien. Von den Viren umfaBt werden beispielsweise Retroviren, 
Adenoviren, Herpesviren, Hepatitis-Viren, Togaviren, Pockenvi- 
ren usw. Entscheidend ist, daB in Zellen, die von einem oder 
mehreren dieser Mikroorganismen infiziert wurden, auf der Zell- 
oberflache Antigene exprimiert werden, die durch die Mikroor- 
ganismen- Infektion induziert werden. Dabei handelt es sich um 
Antigene, die von den Ziel zellen als Antwort auf die Mikroorga- 
nismen- Infektion produziert werden und auf der Zelloberf lache 
erscheinen (wirtseigene Antigene), nicht dagegen um Zielantige- 
ne, die durch die Mikroorganismen selbst produziert werden. Die 
Infektion einer Zielzelle durch einen Mikroorganismus fuhrt 
ebenfalls zu einer ZellstreB-Situation fur die Zelle, die als 
Antwort hierauf die Expression bestimmter Proteine induziert, 
beispielsweise von Hitzeschock-Proteinen und von MIC-Proteinen. 

Die erfindungsgemMB bereitgestellten intakten bispezif ischen 
und trispezifischen AntikOrper fuhren nicht nur einen Typ von 
Immunzellen, sondern T-Zellen und akzessorische Zellen an die 
Zielzelle heran, und sie sind aus diesem Grund fur die Erken- 
nung induzierbarer Oberf lachenantigene als operationelle Ziel- 
strukturen besonders geeignet. Es konnte gezeigt werden, daB 
bereits wenige Zielantigene in einer Menge von 100 bis 5000 pro 
Zelle auf der Zielzelle ausreichend sind, um diese zu zerstO- 
ren. Die hierzu durchgef uhrten in vitro-Experimente mit Stamm- 
zellpraparaten ( PBSZ ) sind im nachf olgenden Beispiel A be- 
schrieben. Somit ist die erf indungsgemaBe Klasse intakter bi- 
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spezifischer und trispezif ischer Antik5rper befahigt, auch bei 
einer sehr geringen Expression der Zielantigene Tumorzellen 
Oder Zielzellen zu zerstOren oder nach deren Erkennung eine 
Inununantwort zu initiieren. 

Die erfindungsgemSSen Antik5rper kGnnen, da sie gegen induzier- 

bare Antigene gerichtet sind, dazu beitragen, das Problem feh- 
lender zielzellspezif ischer, fur eine Immuntherapie notwendige 
Zielantigene auf Tumorzellen und auf durch Mikroorganismen in- 
fizierten Zellen zu IGsen. Da derartige induzierbare Antigene 
nicht nur auf Tumorzellen vorkommen, sondern generell in StreB- 
situationen produziert werden, k5nnen auch Erkrankungen immun- 
therapeutisch angegangen werden, die durch Infektion von bei- 
spielsweise Viren, Einzellern, Bakterien oder Pilzen ausgelGst 
wurden. Hierbei handelt es sich urn die oben bereits naher be- 
schriebenen MIC-Molektile und Hitzeschock-Proteine. 

BEISPIEL 1 

Nachdem in praklinischen Tiermodellen die herausrangende Wirk- 
samkeit von intakten bsAk nicht nur in vitro, sondern auch in 
vivo belegt werden konnte (Lindhofer et al.. Blood, 88:4651, 
1996), wurde die Reinigung von StammzellprSparaten von kontami- 
nierenden Tumorzellen als weitere AnwendungsmOglichkeit entwik- 
kelt (Lindhofer et al., Exp. Hematol. 25:879, 1997). 

Auf diesen Versuchen aufbauend, konnte in Folgeversuchen mit 
kompletten StammzellprSparaten (ca. 2 x lOelO Zellen), insbe- 
sondere die Wirksamkeit im unterges^ttigten Bereich der Zielan- 
tigene nachgewiesen werden. D.h. es wurde, in Titrationsversu- 
chen, so wenig intakter bsAk verabreicht, daB in einem PBSZ 
(Periphere Blut-Stammzellen)-Praparat mit ca. 6,5 x 10e9 T-Zel- 
len, bei einer Gabe von 5pg AntikOper/PrMparat, lediglich 3000 
CD3 Molekule von ca. 30.000 CD3 Molekulen/T-Zelle mit dem bsAk 
gebunden vorlagen (siehe Berechnung). Trotzdem waren die intak- 
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ten bsAk in der Lage^ auch unter diesen Bedingungen, die Ziel* 
zellen (hier Tumorzelle: HCT-8) zu zerstttren. 

Die Versuche waren so aufgebaut, daS von derartrig behandelten 
PBSZ-PrSparaten Aliquots entnonunen und mit einer definierten 
Menge von Tumorzellen kontraminiert wurden. Es konnte gezeigt 
werden, daS die Tuunorzellen selbst bei dieser geringen Konzen- 
tration von intakten bsAk, bei der nur ein Teil der Zielanti- 
gene besetzl: vorliegen, zerstOrt werden. 

Die Auswertung des oben beschriebenen Experiments fuhrte zu 
folgenden Ergebnissen: 
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Patient WaGr Gesamtzellzahl PBSZ: 2,5 x 10" + 5 ug bsAk 



Aliquot 


5x10*^ PBSZ + 


bsAk + 


Tumorzellen 


Platte 


kein 

Antikttrper 


bsAk 
anti- 


Tumorzellen/mononukleare 
Zellen (PBSZ) /Loch 


24er 


6/6* 


0/6* 


2x10* / 2x10* 


96er 


12/12 


0/12 


5000 / 5 X 10^ 


Tumor - 
reduktion 


: keine 


>51og 


Tumorzellanteil : 1% 
*'Z=l,2xlO^ Tumorz./6- 
Ldcher 



Anzahl der Locher mit Tumorwachstum, von 6 bzw. 12 plat- 
tierten LSchern, nach 14 Tagen Kultivierung. 



Titrationsversuche mit der Tumorzellinie HCT-8 haben erge 
ben, daa bereits 1-2 Tumorzellen/Loch ausreichen, um nach 
14 Tagen Kultivierung ein deutliches visuell auswertbares 
Tumorwachstum in 95% aller plattierten LOcher darzustel- 
len. 



Berechnung : 

Ein intakter bsAk hat ein Molekulargewicht von 150 KDa. D.h. 1 
Mol sind 150 Kg und entsprechen definitionsgemas 6x10" Molekii- 
len. Damit entsprechen 5 pg ca. 2x10" Molekulen. 



Nachdem in einem Stammzellpraparat 6,5x10' T-Zellen bestimmt 
wurden und eine T-Zelle ca. 30.000 CD3 Molekule tragt, kommt 
man auf eine Gesamtzahl von 19,5x10" CDS MolekUlen im Stamm- 
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zellpraparat: . 

Da jeder bsAk einen ant:i-CD3 Bindungsarm besitzt, kann gefol- 
ger-t werden, daS theoretisch, setzt man die belden oben berech- 
net:en Molekiilmengen ±n Bezug, in diesem konkreten Beispiel 
nicht mehr als ca. 3000 CDS MolekQle von den bsAk besetzt wer- 
den kfinnen. 
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Veirwendung von Tumorzellen zeitversetzt in Kombination 
mit intaktien Ant:ik5rpern zur Inununisierung 



PATENTANSPRUCHE 

1. Verwendung autologer Tumorzellen Oder allogener Tumorzel- 
len desselben Tumortyps, die je so behandelt wurden, daB 
ihr Oberleben nach Reinfusion verhindert wird, in zeitlich 
abges-tufter Anwendung mit intakten bispezif ischen und/oder 
trispezif Ischen AntikiJrpern mit den nachf olgenden Eigen- 
schaf -ten: 

a) Binden an eine T-Zelle; 

B) Binden an zumindest ein Antigen auf einer Tumorzelle; 
Y) Binden durch ihren Fc-Teil (bei bispezif ischen Anti- 
kttrpern) oder durch eine dritte Spezifitat (bei tri- 
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spezifischen AntikOrpern) an Fc-Rezeptor positiven 
Zellen, 

wobei dem zu immunisierenden Menschen oder dem zu immunl- 
sierenden Tier die Tumorzellen und die gegen die Tumorzel- 
len gerichteten intakten AntikOrper zeitversetzt verab- 
reicht werden, urn eine Inununisierung gegen den Tumor zu 
erzielen. 

Verwendung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Tumorzellen vor den AntikOrpern oder die Antikttr- 
per vor den Tumorzellen verabreicht werden, wobei der 
Zeitraum zwischen der jeweiligen Verabreichung 1-48 
Stunden betrSgt. 

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Zeitraum 1-24 Stunden, bevorzugt 1-12 Stunden, 
weiterhin bevorzugt 1-6 Stunden oder 1-4 Stunden oder 
2-4 Stunden betrSgt. 

Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die AntikSrper in einer Menge, je bezogen auf eine 
Infusion, von 5 - 500 pg, bevorzugt 10 - 300 pg, weiterhin 
bevorzugt 10 - 100 pg oder 10 - 50 pg, und die Tumorzellen 
in einer Menge, bezogen auf eine Infusion, von 10' - 10' 
Zellen, bevorzugt ca. 10« Zellen, verabreicht werden. 

Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die AntikOrper so ausgewahlt werden, daB sie iiber ih- 
ren Fc-Teil bei bispezif ischen Antikfirpern oder aber ihren 
spezifischen Bindungsarm bei trispezif ischen AntikOrpern 
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zur Bindung Fc-Rezeptor positiver Zellen befahigt sind^ 
die einen Fcy-Rezeptor II oder III aufweisen. 

Verwendung nach Anspruch 5^ 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die Antikorper zur Bindung an Monozyten, Makrophagen, 
dendritische Zellen, "Natural Killer" -Zellen (NK-Zellen) 
und/oder aktivierte neutrophile Zellen als Fcy-Rezeptor I 
+ III positive Zellen befahigt sind. 

Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet , 

daB die Antikorper zur Induktion von tumorreaktiven Kom- 
plement-bindenden Antikarpern und damit zur Induktion ei- 
ner humoralen Immunantwort befahigt sind. 

Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet , 

daS die Antikorper so ausgewahlt werden, daS sie uber CD2, 
CD3, CD4, CDS, CD6, CD8, CD28 und/oder CD44 an die T-Zel- 
len binden. 

Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS die Antikarper so ausgewahlt werden, daB nach ihrer 
Bindung an die Fc-Rezeptor positiven Zellen die Expression 
von CD40, CD80, CD86, ICAM-1 und/oder LFA-3 als kostimula- 
torische Antigene und/oder die Sekretion von Zytokinen 
durch die Fc-Rezeptor positive Zelle initiiert oder erhOht 
wird . 

Verwendung nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl die Antikttrper so ausgewahlt werden, daB die Sekretion 
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von IL-1, IL.2, IL-4, IL-6, IL-S, IL-12, INF-y als Zytokl- 
ne und/oder von TNF-a erhOht wird. 

I- Verwendung nach einem Oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche, 

dadurch gekennzeichnet , 

daB der bispezif ische AntikOrper so ausgewahlt wird, daB 
er ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/- 
oder anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder 
anti-CD5 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD6 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD8 X 
anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti- 
Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD28 X anti-Tu- 
mor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD44 X anti-Tumor- 
assoziiertes Antigen-AntikOrper ist. 

. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche , 

dadurch gekennzeichnet, 

daS der bispezif ische Antikdrper aus einer oder mehreren 
der nachfolgenden Isotykombinationen ausgewahlt wird: 

Ratte-IgG2b/Maus-IgG2a, 
Ratte-IgG2b/Maus-IgG2b, 
Ratte- IgG2b/Maus- IgG3 , 

Ra t te- I gG2b/Human- IgGl , 
Ratte-IgG2b/Human-IgG2, 

Ratte- IgG2b/Human-IgG3[orientaler Allotyp G3m(st) Bin- 
dung an Protein A] , 

Ratte- IgG2b/Human- IgG4 , 
Ratte-IgG2b/Ratte-IgG2c, 



Maus-IgG2a/Human-IgG3[kaukasische Allotypen G3m(b+g) » 
keine Bindung an Protein A, im folgenden mit * gekenn- 
zeichnet] 
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Maus-IgG2a/Maus- [ VH-CHl , VL-CL] -Human- IgGl- [Hinge] - 
Human- IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-IgG2a/Ratt:e- [VH-CHl , VL-CL] -Human- IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-IgG2a/Human- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl/Ratte- [VH-CHl , VL-CL] - 
Human-IgGl- [Hinge] -Human-IgG3*- [CH2-CH3] 

Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgG4/Ratte- [VH-CHl , VL-CL] -Human- 
IgG4- [Hinge] -Human-IgG4[N-terminale Region von CH2]-Human- 
IgG3*[C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251] -Hu- 
man- IgG3*[CH3] 

Ratte-IgG2b/Maus- [ VH-CHl, VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge-CH2-CH3] 

Rat:te-IgG2b/Maus-[ VH-CHl, VL-CL] -Human-IgG2-[Hinge-CH2-CH3] 

Ratte-IgG2b/Maus- [VH-CHl, VL-CL] -Human-IgG3-[Hinge-CH2-CH3, 
orientaler Allotyp] 

Rat:te-IgG2b/Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgG4- [ Hinge -CH2-CH3] 

Human- IgGl /Human- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] - 
Human-IgG3*-[CH2-CH3] 

Human- IgGl /Ratte- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG4[N-t:erminale Region von CH2] -Human-IgG3* [C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3* [CH3] 

Human-lgGl/Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG4[N-t:erminale Region von CH2] -Human- IgG3* [C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3* [CH3] 
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Human- IgGl/Ratte- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human 
IgG2[N-terminale Region von CH2]-Human-IgG3*[C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3*[CH3] 

Human-IgGl/Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG2[N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3*[C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3*[CH3] 

Human-IgGl/Ratte- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Human-IgGl /Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl - [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Human-IgG2/Human- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgG2- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Human- IgG4/Human- [VH-CHl , VL-CL] -Human- IgG4- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Human- IgG4/Human- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgG4- [Hinge] -Human- 
IgG4[N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3*[C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3*[CH3] 

Maus-IgG2b/Ratte- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl - [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-IgG2b/Human- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl - [Hinge] -Huraan- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-IgG2b/Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Human- IgG4/Ratte- [VH-CHl , VL-CL] - 
Human-IgG4- [Hinge] -Human-IgG4- [CH2 ] -Human- IgG3 *- [CH3] 
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HumanlgGl/Ratte [ VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl [Hinge] -Human- 
IgG4- [CH2] -HumanIgG3* [CH3] 

HumanlgGl/Maus [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgGl [Hinge] -Human-IgG4- 
[ CH2 ] - Human - 1 gG3 * [ CH3 ] 

Human- IgG4/Human [VH-CHl , VL-CL] -Human-IgG4- [Hinge] -Human- 
IgG4- [CH2] -HumanIgG3*-[CH3] 

13. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS der bispezif ische AntikOrper aus einem heterologen 
bispezif ischen Oder trispezif ischen Antikorper, bevorzugt 
einem heterologen Ratte/Maus bispezif ischen Antikdrper, 
ausgewahlt wird. 

14. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS der tirispezif ische Ant:ik5rper einen T-Zell-Bindungs- 
arm, einen Tumorzell-Bindungsarm und eine dritte Spezifi- 
tat zur Bindung an Fc-Rezeptor positive Zellen besitzt. 

15. Verwendung nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der trispezif ische AntikOrper so ausgewahlt wird, daB 
er ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/- 
oder anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder 
anti-CD5 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD6 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD8 X 
anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti- 
Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD28 X anti-Tu- 
mor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD44 X anti-Tumor- 
assoziiertes Antigen-AntikOrper ist. 
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21. Verwendung nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Antik5rper gegen solche Zielantigene gerichtet 
ist, die nach Induktion auf der Zielzelle in einer Anzahl 
von mindestens 100 und hOchstens 500.000 pro Zielzelle 
vorliegen. 

22. Verwendung nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der AntikOrper weiterhin so ausgewahlt wird, daB er 
zur Aktivierung Fc-Rezeptor positiver Zellen befShigt ist, 
wodurch die Expression von Cytokinen und/oder co-stimmu- 
latorischen Antigenen initiiert Oder erhfiht wird. 

23. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die zeitlich abgestufte Anwendung der intakten bispe- 
zifischen und/oder trispezif ischen AntikGrper zur Verbes- 
serung des Inununisierungserfolges mehrfach erfolgt. 
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16. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekermzeichnet, 

daS Tumorzellen eingesetzt werden, die durch Bestrahlung, 
bevorzugt durch y-Bestrahlung, weiterhin bevorzugt in ei- 
ner DosisstSrke von 50 bis 200 Gy, Oder durch chemische 
Substanzen, bevorzugt Mitomycin C, behandelt wurden. 

17. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet , 

daB der Antikorper so ausgewShlt ist, daS er an ein Ober- 
f lachenantigen als Zielantigen auf der Zielzelle bindet, 
welches induzierbar ist und im nicht induzierten Zustand 
( Normalzustand) auf der Zielzelle nicht vorkommt oder in 
einer derart geringen Zahl, daS die Anzahl fur eine Zer- 
storung der Zielzelle durch den AntikOrper nicht aus- 
reicht . 

18. Verwendung nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS zur Steigerung der Immunogenitat der Tumorzellen diese 
vor Verabreichung einer Hitzevorbehandlung unterzogen wer- 
den . 

19. Verwendung nach Anspruch 17 oder 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS als induzierbare Antigene Hitze-Schock-Proteine oder 
MHC-Klasse-I verwandte MIC-Molekule eingesetzt werden. 

20. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS als Hitze-Schock-Proteine HSP25-, HSP60- oder HSP70- 
(HSP72-) Oder HSP90-Proteine und als MIC-Molekule 
MIC- A- und MiC-B-Molekule eingesetzt werden. 
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Abb. 2 

Humorale Antwort nach 1500 TZ 




Humorale Antwort nach 5000 TZ 
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Abb.M- 



Die Rolle von akzessorischen Zellen bei der Tumor-Immuntherapie 

mittels bispezifischer AntikOrper 
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ABBILDUNG 6 
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lU. Non-establishment of opinion with regard to n velty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
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I I the entire international application. 

claims Nos. 1-23 urjth respect to industrial applicability. 



because: 



the said international application, or the said claims Nos. ^ ^ — ,1-23 ^ ^ 

relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 

See separate sheet 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningfulopinion could be formed (specify): 



the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported 



□ me Claims, or saia ciaims nos, 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

I I no international search report has been established for said claims Nos. 
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Claims 1-23 relate to subject matter which, in the view 
of the International Preliminary Examining Authority, 
falls within the scope of PCT Rule 67.1(iv). Therefore 
no expert report is established regarding the industrial 
applicability of the subject matter of these claims (PCX- ^ 
Article 34 (4) (a) (i) ) . 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


I . Statement 

Novelty (N) 


Claims 
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Claims 




NO 


Inventive step (IS) 


Claims 


1 


-23 YES 




Claims 




NO 


Industrial applicability (lA) 


Claims 
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Claims 




NO 



2. Citations and explanations 



This report makes reference to the following documents: 



Dl: Blood, 88(12), 1996, 4651-4658 

D2 : Annual Meeting International Society for 

Experimental Hematology, 25(8), 1997, page 879 
D3: DE-A-197 10 497. 

a) Novelty and inventive step 

Claim 1 and dependent Claims 2-23 relate to a process for 
the active immunisation of patients against tumour cells. 
According to this process, treated tumour cells which are 
not capable of surviving following reinfusion are injected 
into the patient; the immunisation effect is strengthened 
by administering bispecific antibodies whose T cells are 
directed specifically agai'nst the tumour cells. Since the 
use of bispecific antibodies as well as treated non-viable 
tumour cells is crucial to this method, the subject matter 
of Claim 1 differs from that of the X category documents 
cited in the international search report. Whilst 
documents D1-D3 relate to the use of bispecific antibodies 
for combating tumours, none of these documents suggests 
the reinfusion of treated non-viable tumour cells. In Dl 
and D3 (see sections cited in the search report) tumor 
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cells are injected into an animal, but these are not 
treated cells intended to contribute to an active 
immunisation, but rather untreated, normally proliferating 
tumour cells which are injected in order to establish a 
tumour model and subsequently test the use of bispecific 
antibodies. Bispecific antibodies are used in D2 to 
cleanse ex vivo peripheral stem cells used in 
hematopoietic reconstruction following chemotherapy of 
contaminated tumour cells; treated non-viable tumour cells 
are not injected. 

Therefore the subject matter of Claim 1 appears to be 
novel (PCT Article 33(2)), Since none of the documents 
contains any indication of the use of treated non-viable 
tumour cells in combination with bispecific antibodies to 
facilitate an active immunisation. Claim 1 also appears to 
meet the requirements of PCT Article 33(3). 



Dependent Claims 2-23 relate to preferred embodiments of 
the novel and inventive method from Claim 1, and therefore 
also meet the requirements of PCT Article 33(2) and 33(3). 



b) Industrial applicability 



The PCT does not contain uniform criteria for assessing 
the industrial applicability of present Claims 1-23. 
Patentability may depend on ■ the- wording of the claims. The 
EPO, for example, does not recognise the industrial 
applicability of claims to the use of a compound in a 
medical treatment; it does, however, allow claims to the 
first use of a known compound in a medical treatment or 
the use of such a compound to manufacture a drug for a new 
medical treatment . 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufTicient) 
Continuation of: VI 



EP-A-0 885 614 (D4) was published on 23,12.1998, i.e. 
after the priority date (25.09.1998) of the present 
application. This document could therefore only be 
relevant if the claim to priority proved to be invalid 
for particular parts of the application. D4 discloses a 
process for immunisation against tumours which includes 
the following steps: 

a) isolating autologous tumour cells 

b) treating the tumour cells so as to prevent their 
survival following reinfusion 

c) incubating the tumour cells thus treated with 
intact bispecific or trispecific antibodies 

d) reinf using the antibody-carrying tumour cells. 

-The antibodies used in D4 are identical with the 
antibodies according to the present invention. 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (Januar>' 1994) 



VERTRAG UB^I^IE INTERNATIONALE ZU^^MEtlARBEIT AUF DEM 

^ GEBIET DES PATENTWESENS 



.■J 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
P11655 Dr.B/La 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteitung uber die Ubersendung des internationaien 
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Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/07094 



I nternationales Anmeldedatum ^Tagi/JWonat^/a/jr; 
22/09/1999 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
25/09/1998 



Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Wassifikation und IPK 
A61 K39/395 



Anmelder 

LINDHOFER, Horst et al 



1 . Dieser internationale vorlauf ige Prufungsbericht wurde von der mit der internationate vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde ersteiit und wird dem Anmelder gennaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfa3t insgesamt 6 Blatter eInschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ Auf3erdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor di s r 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Venwaltungsrichtlinlen zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prloritat 

III H Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde EInheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI S Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationaien Anmeldung 

VIII □ Bestimmte Bemerkungen zur internationaien Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



18/04/2000 



Name und Postanschrlft der mit der internationaien vorlaufigen 
PrUfung t^eauftragten Behdrde: 
EuropSisches Patentamt 

D-80298 MUnchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



07.07.2000 



Bevollmachtigter Bediensteter 
von Ballmoos, P 

Tel. Nr. +49 89 2399 8174 
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I. Grundlag d s Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatten die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereictit" and sirjd ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthatten,): 

Beschreibung, Setten: 

1-30 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-23 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/6-6/6 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen forlgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus d n 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

III. Keine Erstellung eines Gutachtens Ciber Neuheit, erfinderische Tatlgkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

Folgende Telle der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als 

neu, auf erf inderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte Internationale Anmeldung. 

H Anspruche Nr. 1 -23 with respect to industrial applicability. 

Begrundung: 
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H Die gesamte intemationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 1-23 beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine intemationale voriaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 

siehe Beiblatt 

□ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte {genaue Angaben): 



□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein Intemationaler Recherchenbericht erstellt. 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigke'rt und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-23 

Nein: Anspruche — 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -23 

Nein: Anspruche — 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche — 

Nein: Anspruche — 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1 . Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / Oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 
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Ten III 

Die Anspruche 1-23 beziehen sich auf einen Gegenstand, der nach Auffassung dieser 
Behorde unter die Regel 67.1 (iv) PCT fallt. Daher wird uber die gewerbliche 
Anwendbarkeit des Gegenstands dieser Anspruche kein Gutachten erstellt (Artikel 
34(4) a) (i) PCT), 



Teil V 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 
D1 Blood, 88(12), 1996, 4651-4658 

D2 Annual Meeting International Society for Experimental Hematology, 25(8), 1997. 

S. 879 
D3 DE-A-197 10 497 

a) Neuheit und erfinderische Tatigkeit 

Anspruch 1 und die davcin abhahgigen Anspruche 2-23 betreffen ein Verfahren zur 
aktiven Immunisierung von Patienten gegen Tumorzellen. Dazu werden behandelte 
Tumorzellen, die nach der Reinfusion in den Patient nicht iiberleben konnen, injiziert; 
der Immunisierungseffekt wird verstarkt, indem bispezifische Antikorper verabreicht 
werden, welche T-Zellen spezifisch gegen diese Tumorzellen richten. 
Dadurch, dass sowohl der Einsatz bispezifischer Antikorper als auch behandelter, 
nicht-uberlebensfahiger Tumorzellen fur die Methode entscheidend sind, unterscheidet 
sich der Gegenstand von Anspruch 1 von den im Internationalen Recherchenbericht als 
X zitierten Dokumenten. Die Dokumente D1-D3 betreffen zwar den Einsatz 
bispezifischer Antikorper zur Tumorbekampfung, aber keines dieser Dokumente 
beinhaltet die Reinfusion behandelter, nicht-uberlebensfahiger Tumorzellen. 
In D1 und D3 (siehe die im Recherchenbericht enA/ahnten Stellen) werden zwar 
Tumorzellen in das Tier injiziert. doch handelt es sich nicht um behandelte Zellen. die 
zu einer aktiven Immunisierung beitragen sollen, sondern es werden unbehandelte, 
normal proliferierende Tumorzellen injiziert, um ein Tumormodell zu etablieren und 
danach den Einsatz bispezifischer Antikorper zu testen. In D2 werden die 
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bispezifischen Antikorper verwendet, um periphere Blutstammzellen, welche zur 
hamatopoietischen Rekonstitution nach Chemotherapie verwendet werden, von 
kontaminierenden Tumorzellen ex vivo zu reinigen; behandelte, nicht-lebensfahige 
Tumorzellen werden nicht injiziert. 

Der Gegendstand des Anspruchs 1 scheint deshalb neu zu sein (Art. 33(2) PCT). Da 
keines der Dokumente einen Hinweis enthalt auf die Verwendung behandelter nicht- 
lebensfahiger Tumorzellen in Kombination mit bispezifischen Antikorpern um eine 
aktive Immunisierung zu ermoglichen, scheint Anspruch 1 auch die Erfordernisse des 
Art. 33(3) PCT zu erfullen. 

Die abhangigen Anspruche 2-23 betreffen bevorzugte Ausfuhrungsformen der neuen 
und erfinderischen Methode aus Anspruch 1 und geniigen somit auch den 
Erfordernissen der Art. 33(2) und (3) PCT. 

b) Gewerbliche Anwendbarkeit 

Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruche 1-23 
gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PCT-Vertragsstaaten keine einheitlichen 
Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung der Anspruche 
abhangen. Das EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von Anspruchen, die auf 
die medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, nicht als gewerblich 
anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche zugelassen werden, die auf eine 
bekannte Verbindung zur erstmaligen medizinischen Anwendung und die Verwendung 
einer solchen Verbindung zur Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue medi- 
zinische Anwendung gerichtet sind. 



Teil VI 

EP-A-0 885 614 (D4) ist am 23.12.1998 und somit nach dem Prioritatsdatum 
(25.09.1998) veroffentlicht worden. Dieses Dokument konnte deshalb nur relevant 
werden, falls der Prioritatsanspruch sich als fur gewisse Teile der Anmeldung nicht 
giiltig erweisen wurde. D4 offenbart ein Verfahren zur Immunisierung gegen Tumoren, 
das folgende Schritte umfasst: 
a) Isolierung autologer Tumorzellen 
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b) Behandein der Tumorzellen, urn ihr Uberleben nach Reinfusion zu verhindern 

c) Inkubation der so behandelten Tumorzellen mit intakten bi- oder trispezifischen 
Antikorpern 

d) Reinfusion der mit den Antikorpern beladenen Tumorzellen. 

Die in D4 verwendeten Antikorper sind identisch mit den erfindungsgemassen 
Antikorpern. 
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